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概    要  
ムスカリン受容体は、神経終末から細胞外に遊離されたアセチルコリンをリガンドとする G タンパク
質共役型受容体である。これまで、ムスカリン受容体は細胞の表面に存在することで機能していると考
えられてきた。しかし今回、我々はラットの大脳皮質、海馬において細胞膜だけでなく、細胞内にもム
スカリン受容体が存在することを明らかにした。５つのムスカリン受容体サブタイプのうち、細胞内局
在を示すのは M1 サブタイプのみであった。in vitro の機能解析では、この細胞内 M1 受容体がリガン
ド刺激に応じて Extracellular Signal-regulated Kinase 1/2（ERK1/2）の活性化を示すことが分かり、
細胞膜上の M1 受容体とは異なるシグナル経路を惹起することが明らかになった。 
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ムスカリン受容体は７回膜貫通型の G タンパク
質共役型受容体（GPCR）である。一般的に GPCR
は遺伝子から転写・翻訳された後、小胞体からゴ
ルジ体を経て細胞膜上へと輸送される。GPCR が
活性化して細胞内でのシグナル経路を惹起するに
は神経終末から細胞外へと放出される神経伝達物
質と結合する必要がある。その為、GPCR が機能
するのは細胞膜まで輸送された後であり、細胞内
にある GPCR は細胞膜に移行する途上、あるいは
分解される前の一時的な副産物に過ぎないと考え
られてきた。しかし近年、代謝型グルタミン受容
体 mGluR5、２型カンナビノイド受容体など一部
の GPCR は、細胞内にも機能的な状態で存在し得
ることが報告されてきている（YJ Jong, J Biol 
Chem, 2009; FS den Boon, PNAS, 2012）。更に、
Robben らは、腎尿崩症の原因の一種であるバソプ
レシン V2 受容体の変異体に関する報告で、細胞内
GPCR が薬物治療のターゲットとなりうることを
示している（JH Robben, PNAS, 2009）。この変異
型 V2 受容体は細胞膜へと移行できず、細胞内に滞
留するが、内因性のアゴニストであるバソプレシ
ンは細胞膜を通過できない為にこの細胞内 V2 受
容体を刺激できない。一方、細胞膜を通過できる
性質の薬物を投与すると細胞内で変異型 V2 受容
体が活性化され、細胞膜にある受容体と同じよう
な反応を惹起するため、症状の改善を促すと考え
られている。つまり、細胞膜の透過性を考慮して
薬物を開発することにより細胞内の GPCR を対象
とした新しい薬物治療が可能となるのである。 
当研究室では、生体組織を破砕せず、そのまま
の状態で放射性ラベルされた薬物の結合を調べる
薬 物 組 織 片 結 合 実 験 法 （ I Muramatsu, J 
Pharmacol Sci, 2005）を開発し、ムスカリン受容
体の解析を行った。その結果、大脳皮質・海馬に
おいて、疎水性で細胞膜を通過できるムスカリン
受容体アンタゴニスト QNB と比較して、親水性で
あり細胞膜を通過できない NMS の薬物結合量が
有意に低い値を示すことを発見した。このことは
これら組織において、細胞表面と共に細胞内にも
ムスカリン受容体が存在することを示している。 
大脳皮質・海馬では５つあるムスカリン受容体
サブタイプのうち、M1 サブタイプが特に多く発現
しており、記憶や学習といった高次脳機能に深く
関わることが知られている。これまで、脳に発現
しているムスカリン受容体をターゲットとしてア
ルツハイマー病や統合失調症の治療を目指す試み
が行われてきたが失敗に終わっている。しかし、
これらの研究は細胞膜上のムスカリン受容体のみ
を想定して進められてきたものである。我々は細
胞内のムスカリン受容体が新たな創薬のターゲッ
トとなる可能性を探る為に、生体組織における細
胞内ムスカリン受容体の実態を明らかにすると共
に、ニューロン初代培養系を用いて細胞内ムスカ
リン受容体の in vitro における機能性の評価を行
った。 
 
 
成体ラットの各組織からのサンプルに対し、細
胞膜透過性ムスカリン受容体リガンド QNB と非
透過性 NMS の結合量の差を組織片薬物結合実験
で調べたところ、細胞内ムスカリン受容体は大脳
皮質や海馬、線条体において確認できたが、その
他の末梢組織では確認できなかった。このことか
ら高次脳機能特異的な細胞内ムスカリン受容体の
寄与が示唆された。また、これら細胞内ムスカリ
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ン受容体は M1 サブタイプ選択的なアンタゴニス
トである pirenzepine と結合することから、細胞内
M1受容体はM1サブタイプから構成されているこ
とが明らかとなった。このことは M1 遺伝子をノ
ックアウトしたマウスでは細胞内ムスカリン受容
体が確認できなくなったことからも確認された。
更にラットの大脳皮質・海馬からの初代培養ニュ
ーロンを M1 受容体特異的な抗体で免疫染色する
ことにより、M1 受容体が細胞内のゴルジ体に特に
局在することを明らかにした（図１）。また、神経
芽細胞種である N1E-115 細胞にムスカリン受容体
サブタイプを一過的に発現させたところ、M1 サブ
タイプではゴルジ体への局在が観察されたものの、
M2、M3 サブタイプでは細胞膜が主で、細胞内で
の局在はほとんど見られなかった。このことは M1
受容体タンパク質の配列中にゴルジ体局在に機能
する配列が存在する可能性を示唆している。現在、
このゴルジ局在性配列の同定を進めており、最終
的には、その配列を変異させた M1 受容体遺伝子
を作製し、M1 ノックアウトマウスに導入すること
で、細胞内 M1 受容体の高次機能における役割の
解析が可能になると期待される。 
次に、初代培養ニューロンを用いた細胞内 M1
受容体の in vitro 機能解析実験を、細胞膜 M1 受容
体をペプチド性M1拮抗薬MT-7により特異的に阻
害することで行った。ムスカリン受容体のアゴニ
ストである carbachol で大脳皮質・海馬の初代培養
ニューロンを刺激するとM1受容体を介して、PLC
βの活性化に伴うフォスファチジルイノシトール
（PI）の加水分解、及び MAP キナーゼ系の
Extracellular Signal regulated Kinase 1/2 
（ERK1/2）の活性化が確認された。興味深いこと
にMT7で細胞膜上のM1受容体のみを阻害すると、
PI 加水分解は阻害されたものの、ERK1/2 の活性
化については阻害されなかった。このことは、大
脳皮質・海馬ニューロンにおいては、細胞内の M1
受容体特異的に ERK1/2 の活性化が起こることを
示している。ERK1/2 はニューロンの生存維持と共
に Long Term Potentiation（LTP）といった神経
活動の増強にも寄与している。ERK1/2 の活性に応
じた LTP 増強を仲介する因子として EGR-1 が知
られているが、細胞内 M1 刺激によって ERK1/2
の活性化に伴ったEGR-1の発現上昇も確認された。
以上のように、ムスカリン M1 受容体は細胞膜と
細胞内という局在の違いと共に機能的にも使い分
けられていることが明らかとなり、細胞内ムスカ
リン受容体が新たな創薬ターゲットとなる可能性
が示された（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. ラット海馬初代培養ニューロンの M1 特異的
抗体による免疫染色像 
 
 
 
 
 
図２．細胞表面と細胞内のムスカリン受容体を介
したシグナリング経路 
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